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Abstract 
Transplantation antigens are those membrane proteins able to cause transplant 
rejection. Now it is almost sixty years since transplantation antigens have been 
described, the knowledge of transplantation antigens have been developed from the 
initial organ transplantation to the important roles that they are playing in the immune 
system. Recently, studies have showed that the close associations between 
transplantation antigens and diseases. Meanwhile, the large capacity of transplantation 
antigens also makes them be the most polymorphism and complex field of human 
genome research. Therefore, transplantation antigens related studies have been the 
focus of immunology, genetics and clinical transplantation research.     
Because the degree of patients' transplantation antigens matching in the organ 
transplantation determines the strength of the graft rejection reaction directly, they 
affect the success of transplantation. For the convenience of transplantation antigens 
matching for patients before transplantation, the researchers have been working on 
building the transplantation antigens library. Purification technology have developed 
from extracting transplantation antigens in the stimulated lymphocyte cells directly, to 
purifying domains respectively in vitro and refolding by adding the antigen peptide 
before expressed in the prokaryotic system, nowdays purifying by constructing 
recombinant plasmid expressed in eukaryotic cells. Transplantation antigens 
purification technology is continuous developing and improving. At the same time, 
detection of transplantation antigens antiserums has gradually improved from micro 
lymphocytes cytotoxicity experiments to a variety of means such as fluorescent beads 
flow cytometry, ELISA and solid phase immunoassay technology with the 
development of transplantation antigens purification methods.   
The main content of this experiment is expressing recombinant type A 
transplantation antigens in human embryonic kidney cells, after a series of 
purification conditions optimization, we got type A transplantation antigens. Our 
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optimized the best conditions needed for Ni
+
 purification, and we got high purity 
protein by using antibody affinity purification. We confirmed type A transplantation 
antigens obtained got more than 99% purity and good homogeneity, verified its 
activity through various means, such as IP, DIBA, ELISA.  
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缩略词对照表 
 
缩略语                英文全称                     中文全称 
 
MHC          major histocompatibility complex    主要组织相容性复合体 
 
mHC           minor histocompatibility antigen    次要组织相容性复合体 
 
HLA             human leukocyte antigen           人类白细胞抗原 
 
KD                    kilodalton                    千道尔顿 
 
KIA       killer cell immunoglobulinlike receptor  杀伤细胞免疫球蛋白样受体 
 
His                    Histidine                       组氨酸 
 
PAGE       polyacrylamide gel electrophoresis       聚丙烯酰胺凝胶电泳 
 
SDS            sodium dodecyl sulfate              十二烷基磺酸钠 
 
OD                 optical density                     光密度 
 
PBS            phosphate buffer solution              磷酸盐缓冲液 
 
HRP             horseradish peroxidase             辣根过氧化物酶 
 
MAbs            monoclonal antibodies               单克隆抗体 
 
DIBA          dotimmunobinding assay             免疫斑点实验 
 
IP               immunoprecipitation                  免疫沉淀 
    
ELISA     enzyme-linked immunosorbent assay       酶联免疫吸附测定法 
   
BSA              bovine serum albumin               牛血清白蛋白 
 
FBS                fetal bovine serum                  胎牛血清 
  





















（minor histocompatibility antigen，mHC）、ABO 血型抗原、组织特异性抗原等，
但发挥主要免疫排斥作用的是 MHC。以主要组织相容性抗原为代表的移植抗原
在人体内主要存在于除精子和子宫滋养层细胞以外的所有有核细胞，且在白细胞








Peter A. Gorer 发现与上述现象相关的首个移植物相关的抗原即小鼠血型抗原Ⅱ；
1937 年，美国哺乳动物遗传学家 George D. Snell 等发现小鼠组织相容性抗原由
位点 H-2 编码，并发现小鼠位点 H 就是小鼠血型抗原Ⅱ，并将其命名为 H2位点。
由此，Snell将与同种组织移植以及肿瘤移植急性排斥反应相关的基因称为主要
组织相容性复合物。之后的研究发现其他哺乳动物也存在类似于小鼠 H2 位点的
MHC 系统[1]。1958 年，J.Dausset 通过研究多次输血者以及多次分娩妇女的血清
中抗体的情况，发现了人类白细胞表面抗原，并以三个参与此实验的志愿者名字
的首字母将其命名为 MHC，并极具前瞻性的预言 MHC 将在器官移植和骨髓移
植中将发挥重要作用。后来证明人类的 MHC 就是人类白细胞表面抗原[2]。而此
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  图 1-1 各组织器官中人类白细胞抗原表达情况[6] 








































以进一步被细分为多种抗原，如原始的 HLA-B22 抗原在后期分解为 HLA-B54、
HLA-B55 和 HLA-B56 等多种更加精确的抗原类型。 
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定位到每一个碱基。移植抗原的等位基因分型手段也逐渐取代了早先的血清学与
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标免疫细胞的种类，主要被分为Ⅰ型移植抗原和Ⅱ型移植抗原（即 HLA-Ⅰ和
HLA-Ⅱ）。Ⅰ类移植抗原包括经典的 HLA-A，-B 和-C 以及非经典的 HLA-E，-F
和-G，分子结构都为 α 链通过非共价键结合至 ß2 微球蛋白，主要负责呈递胞内
来源的多肽到 CD8+ T 细胞和自然杀伤细胞，从而导致被感染及发生严重变异细
胞的裂解死亡。Ⅱ类移植抗原分子则是由结构类似的 α 链和 ß链组成，主要包括
HLA-DR，-DP 和-DQ，负责递呈胞外来源的肽段到 CD4+ T 细胞，帮助加强免疫
反应，导致产生抗体等效应，维持机体稳态[8, 9]。本实验的研究对象为 A 型移植
抗原，即 HLA-Ⅰ型中的 HLA-A 类蛋白。 
1.1.3 移植抗原的基因与遗传 
移植抗原的遗传区域定位于第 6 号染色体短臂上（6p21.31-21.33），约占人
类基因组的 0.1%，含有将近 400 万个碱基对，编码了超过 220 个基因，大部分
参与抗感染的免疫防御[10]。 
Ⅰ类移植抗原的基因较靠近端粒（图 1-2），经典的移植抗原 A，B，C 三种
类型的基因长度为 4Kb~5Kb，含有 8 个外显子，cDNA 长度近 1100bp，编码 365
个氨基酸。第 1 外显子编码信号肽，在翻译过程中引导后续过程在粗面型内质网
中进行，第 2，3，4 外显子分别编码 α1，α2，α3 活性区，氨基酸个数分别为 90，
92，92。该段作为其抗原决定区，但氨基酸序列的主要变化区域位于 α1 和 α2，
因此其血清学特异性也主要由此处决定。而在生理状态下发挥结合抗原肽功能也
是由 α1 和 α2 组成的一处疏水活性区，此疏水活性区被称为抗原结合区（antigen 
recognition domain，ARD）。第 5 个外显子则编码跨膜区，通过疏水结构将其锚
定于细胞膜上，第 6 和第 7 个外显子编码胞质部分，第 8 个外显子是非翻译序列
（图 1-3)。此外，ß2m 则位于第 15 号染色体上，但 ß2m 仅起着稳定 α 链结构与
活性的作用，不影响抗原肽的结合也不影响Ⅰ类移植抗原的抗原活性。  
Ⅱ类移植抗原基因相比于Ⅰ类则更靠近着丝点（图 1-2），目前鉴定出的等位
基因也近 4000 个，α 和 ß链各含 6 个外显子，cDNA 长度 801bp，编码 266 个氨
基酸。第 1 外显子编码信号肽和第 1 活性区的少量氨基酸，剩余的第 1 活性区的
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